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鮮度低下による卵黄膜脆弱化と大腸菌の増殖性
Weakening of egg yolk membrane and growth of E.coli in eggs stored  
for long periods beyond their expire dates
Nanase Kubo, Mayuko Yamashita, Hajime Hatta
Summary
Japanese shell egg expire dates are determined by Dr. Humphrey’s formula indicating the date in relation 
to the storage temperature when bacterial rapid growth starts on the egg yolk (EY) membrane in eggs. The 
validity of this formula was evaluated in this study. First, Haugh Unit (HU), yolk index (YI) and EY membrane 
strength were measured for fresh eggs (stored at 5℃ after laying) and for eggs sored at 30℃ for 6 days (within 
expire date) and for 12 days (beyond expire date). It was confirmed that the freshness as well as EY membrane 
strength decreased with longer term storage of eggs at 30℃. Similarly, the leakage of iron and IgY on the 
EY membrane increased in the washed solution of the yolk when eggs were stored for longer periods at 30℃ 
beyond their expire dates. Moreover, the E.coli growth test in the washed solution containing leaked yolk 
components showed that EY of eggs stored for longer periods had a higher increase rate of E.coli compared to 
fresh eggs. This tendency was the most obvious in eggs stored at 12 days beyond expire date. In conclusion, the 
validity of Japanese egg expire date based on Dr. Humphrey’s formula was verified by showing rapid growth of 
E.coli in culture with whole EY separated from stored eggs at 30℃.
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Ⅰ．序文











る4）。したがって，たとえ in egg 汚染卵であっても，
鮮度の良い状態で低温で保存すると数日間はサルモ
ネラ菌の増殖は起こらないと考えられる。
















に保存温度を代入して得られる “D 値 ”（「菌の急激
な増加が起こるまでの日数」を示す）に 7 日を足し
た日数として示されている（家庭における冷蔵庫内















ン種，産卵 1 日目）を入手した。Dr.Humphrey の式
によると，30℃保存における D 値は 6.87 日である。
よって，入手後 5℃で保存した「新鮮卵（0 日目卵）」
































液を回収し 3 個分まとめたもの（計 45ml）をサン
プルとした。これを 100℃で一晩凝縮させた後，灰




所有）で Fe 強度を測定した。次いで，FeSO₄ 標準液
（1.00，0.50，0.10，0.01ppm/1N HCl）を用いて作成し
図 の式の概要図 1．Dr.Humphrey の式の概要
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た検量線から各 Fe 強度に対する Fe 濃度を求め，得
られた値から卵黄 1 個当たりの膜表面より回収した
Fe 量【卵黄表面 Fe 量（ μg/ 卵黄1個）＝ Fe 濃度（ppm）





クロプレート（秋田住友ベーク（株））に 50 μl /wel l
撒 き，37 ℃ で 1 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 0.05％
Tween20 を加えた TBS（TBS-T）で 4 回洗浄した。
次いで，E-CAN 10mg/ml（TBS-T）を 200 μl ずつ散布
し 37℃ 1 時間（または 5℃にて一晩）インキュベー
トした後，TBS-T で 4 度洗浄した。さらに標準抗体
AP-Rabbit 抗 Chicken/Turkey IgG(H+L) の 2000 倍 希
釈液（TBS-T）を 100 μl/well 撒き 37℃ 1 時間インキュ
ベートし，TBS-T で 4 度洗浄した。パラニトロフェ
ニルリン酸 Na 六水和物 1μg/ml（基質溶解液，pH9.4）













8000 rpm で 10 分間遠心分離して析出した卵白たん
ぱく質を除き，各溶液を 50ml 遠沈管に 12ml ずつ
分注した。そこに E.coli JM109 一晩培養液（M9 培











食塩水を加えて 107 倍に希釈した菌液 30ml を滅菌
処理後の 50ml ビーカーに分注し，そこに卵黄を割
れないように浸した。その後，アルミホイルで蓋を
し，37℃で 16 時間，60 rpm で振とう培養した。培
養後の液を 96 連マイクロプレートに 100μl/well とな






30℃で保存することにより，HU および YI の値
が低下したことから鶏卵の鮮度が低下していること
が示された（図 2，3）。YI では，0 日目卵と 6 日目
卵の間，および 6 日目卵と 12 日目卵の間で有意な













があることが示され，0 日目卵と 6，12 日目卵に有
意な差がみられた（図 4）。
2.　漏出 Fe 量の測定
卵黄表面の Fe 量は図 5 のように 30℃保存期間の
長期化に伴って増加する傾向にあった。ただし，0
日目卵で既に Fe 量が多く，0 日目卵と 6，12 日目






6 日目卵と 12 日目卵の間に有意な差が見られた。
4.　卵黄膜表面洗浄培地における E.coliJM109 の
培養







差は 0 日目卵で 2,144±4,734，6 日目卵で 100,704±
268,653，12 日目卵で 1,118,076±1,400,490 であっ
た（n＝8 ～ 9）。一元配置分散分析の検定結果にお
いて 0，6 日目卵と 12 日目卵の間に有意な差がみら
れた (P＜0.05)。Luminescence 強度の実測値と中央



















図 5．30℃保存期間と卵黄膜表面 Fe 量 n=13）
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Ⅳ.　考察
1.　鶏卵鮮度の変化


























in egg 汚染卵で問題となる SE は他の多くの菌と同
様に鉄要求性を持つ10）ことを踏まえて，鮮度の低
下に起因する卵黄膜上の Fe 量の増加が SE の増殖
に特に影響すると考えられている5，8）。本研究にお






















Dr.Humphrey の式で示される D 値以前である 0 日お
よび 6 日目卵では大幅な菌の増殖は起きず，一方で














験では培養スタート時の液中の菌量を in egg 汚染卵
の卵黄表面もしくは卵白中に存在する菌量（＜10～


























卵（産卵後 5℃保存）と新鮮卵を 30℃，湿度 75％
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